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Vários efeitos benéficos à saúde humana têm sido atribuídos ao consumo da infusão 
de erva-mate, protegendo os sistemas biológicos do estresse oxidativo, além de 
ações anticancerígenas e cardioprotetoras. Esses benefícios estão relacionados aos 
compostos fenólicos, que atuam como antioxidantes, como a rutina e os ácidos 5-
cafeoilquínico e caféico. Além dos compostos fenólicos, têm-se a cafeína, 
teobromina e teofilina, metilxantinas presentes na erva-mate que estimulam o 
sistema nervoso central. As etapas do processamento da erva-mate têm influência 
direta na sua composição físico-química e, consequentemente, nos teores desses 
compostos. O trabalho teve como objetivo verificar a influência dos sistemas de 
estacionamento sobre os compostos fenólicos e metilxantinas em amostras de erva-
mate. Seis amostras de erva-mate cancheada foram divididas em dois lotes e 
submetidas aos processos de estacionamento natural (180 dias) e acelerado (60 
dias), de onde foram coletadas amostras periódicas para análise por cromatografia 
líquida de alta eficiência-CLAE, com freqüência de 30 e 10 dias, respectivamente. 
Foi desenvolvido e validado um método isocrático por CLAE para análise das 
diferentes classes de compostos fenólicos, rutina, ácido cafeico, ácido 5-
cafeoilquínico. No estacionamento natural, os teores de RU, AC, 5-CQA, Cf e Tb das 
amostras de erva-mate variaram de 3,19 a 12,62 mg g-1; 0,09 a 0,31 mg g-1; 18,69 a 
44,91 mg g-1; 2,97 a 11,30 mg g-1 e 0,24 a 2,86 mg g-1, respectivamente, enquanto 
no estacionamento acelerado, os teores variaram de 3,67 a 12,10 mg g-1; 0,09 a 0,3 
mg g-1; 18,58 a 48,11 mg g-1; 3,12 a 11,36 mg g-1 e 0,51 a 3,52 mg g-1, 
respectivamente. Não foi detectada teofilina em nenhuma das amostras de erva-
mate analisadas. O estudo estabeleceu que a rutina, ácido 5-cafeoilquínico, cafeína 
e teobromina, presentes na erva-mate, não sofrem influência dos sistemas de 
estacionamento. Os resultados obtidos sugerem que apenas o estacionamento 
acelerado proporciona condições para aumento do teor de ácido caféico, 
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Several beneficial effect to the human health have been attributed to the 
consumption of yerba-mate infusion, protecting the biological systems from stress 
oxidation, beyond having anti-carcinogenic and cardiovascular protective actions. 
These benefits are related to the phenolic composites, that act as antioxidants, such 
rutin (Ru), 5-caffeoylquinic acid (5-CQA) and caffeic acid (AC). Beyond phenolic 
compounds yerba-mate has caffeine (Cf), theobromine (Tb) and theophylline (Tf), 
methylxanthines which stimulate the central nervous system. The yerba-mate 
processing stages have direct influence in its physical-chemistry composition and so 
in the  contents of these composites. The work had as objective verify the influence 
of the storage systems on phenolic compounds and methylxanthines in samples of 
yerba-mate. Six samples of ground yerba-mate had been divided in two lots and 
submitted to the natural (180 days) and accelerated (60 days) storage processes, of 
where periodic samples had been collected for High Performance Liquid 
Chromatography -HPLC analysis, in a frequency of 30 and 10 days, respectively. An 
isocratic method for HPLC analysis of the different yerba-mate phenolic compounds, 
rutin, 5-caffeoylquinic acid and caffeic acid was developed and validated. In the 
natural storage samples, the contents of Ru, AC, 5-CQA, Cf and Tb had varied from 
3.19 to 12.62 mg g-1; 0.09 to 0.31 mg g-1; 18.69 to 44.91 mg g-1; 2.97 to 11.30 mg g-1 
and 0.24 to 2.86 mg g-1, respectively, while in the accelerated storage the contents 
had varied from 3.67 to 12.10 mg g-1; 0.09 to 0.3 mg g-1; 18.58 to 48.11 mg g-1; 3.12 
to 11.36 mg g-1 and 0.51 to 3.52 mg g-1, respectively. It was not detected theophylline 
in none of the yerba-mate samples analyzed. The study established that rutin, 5-
caffeoylquinic acid, caffeic acid, caffeine and theobromine yerba-mate content does 
not suffer influence from the storage systems. The gotten results suggest that only 
the accelerated storage provides conditions for increase the caffeic acid content, 




Key-words: Liquid chromatography. Methylxanthines. Phenolic compounds.  Ilex 
paraguariensis. Antioxidant. Storage. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
 
A erva-mate (Ilex paraguariensis Saint Hilaire) é uma espécie nativa, 
destacando-se como fonte econômica, social e ecológica para a região Sul do Brasil, 
Norte e Leste da Argentina e Paraguai. O Brasil é um dos maiores produtores 
mundiais de erva-mate, sendo o Estado do Paraná o principal produtor (SIDRA, 
2009), atendendo empresas ervateiras para consumo nacional além de fornecer 
matéria-prima ao segmento industrial ervateiro exportador. 
A erva-mate foi plenamente incorporada aos hábitos alimentares dos 
brasileiros, em particular no Sul do Brasil, onde se destaca o consumo na forma de 
chimarrão. Contém em sua composição alto teor de metilxantinas e compostos 
fenólicos. Estes são fontes potenciais de antioxidantes naturais, protegendo os 
sistemas biológicos do estresse oxidativo (GUGLIUCCI, 1996), além de 
apresentarem ações anticancerígenas (GONZALEZ DE MEJIA, 2004) e 
cardioprotetoras (MENINI et al., 2007). A atividade antioxidante da infusão de erva-
mate está correlacionada com o conteúdo do flavonóide rutina e dos derivados 
cafeoilquínicos como os ácidos caféico e 5-cafeoilquínico, entre outros compostos 
(FILIP et al., 2000). As metilxantinas, cafeína, teobromina e teofilina atuam no 
organismo estimulando o sistema nervoso central e a diurese (SIMÕES et al., 2004). 
A composição química da erva-mate pode variar em função de diversos 
fatores, como o tipo de cultivo, clima, condições agronômicas, idade da planta, 
metodologia de análise e processamento industrial (MAZZAFERA, 1994; REGINATO 
et al., 1999; DA CROCE, 2002; ESMELINDRO, et al., 2002; GNOATTO et al., 2007), 
que envolve diferentes etapas que podem modificar sua composição qualitativa e 
quantitativa e, consequentemente, a atividade dos compostos bioativos. 
Quando a erva-mate para chimarrão é destinada ao mercado interno 
brasileiro, normalmente, esta é embalada e comercializada logo após o 
beneficiamento. Entretanto, quando o produto é para exportação, na maioria dos 
casos, é submetido a um processo de estacionamento, onde a erva-mate cancheada 
é embalada em sacos e mantida em depósitos. Existem dois tipos de 
estacionamento, que podem ser natural (6 meses a 2 anos) e acelerado (30 a 60 
dias) (ANDRADE, 1999; DE BERNARDI; PRAT KRICUN, 2001).  
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O armazenamento ou estacionamento é uma etapa da industrialização que 
visa levar à formação de componentes aromáticos e a transformação da cor 
(Nietsche, 2002) verde da erva-mate para amarela, não apreciada pelo consumidor 
brasileiro, mas uma exigência do principal mercado importador do Brasil, o Uruguai 
(ALMEIDA, 2007). 
Adicionalmente aos fatores naturais, os sistemas de processamento como a 
industrialização e o beneficiamento interferem diretamente nos componentes físico-
químicos da erva-mate, além de determinarem a qualidade do produto e suas 
características organolépticas que afetam as características do produto comercial 
(PARANÁ, 2000; CARDOSO JÚNIOR, 2006; ZANOELO; CARDOSO FILHO; 
CARDOSO JÚNIOR, 2006). É de fundamental importância a caracterização dos 
compostos bioativos em função das etapas do processamento industrial, o que pode 
levar a um aumento no valor agregado do produto e, consequentemente, ao 
crescimento na demanda pela erva-mate. 
 
 
1.1 OBJETIVO GERAL 
 
 
Verificar a influência dos sistemas de estacionamento sobre amostras de 
erva-mate pela avaliação do teor dos compostos fenólicos rutina (Ru), ácido caféico 
(AC), ácido 5-cafeoilquínico (5-CQA) e das metilxantinas cafeína (Cf), teobromina 
(Tb) e teofilina (Tf). 
 
 
1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
• Desenvolver método isocrático por cromatografia líquida de alta eficiência 
para análise de compostos fenólicos; 
• Determinar o conteúdo de compostos fenólicos (ácido caféico, ác. 5-
cafeoilquínico, rutina) e metilxantinas (cafeína, teobromina e teofilina) de seis 
amostras de erva-mate cancheada; 
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• Realizar análise dos compostos fenólicos (ácido caféico, ác. 5-cafeoilquínico, 
rutina) e metilxantinas (cafeína, teobromina e teofilina) em um período de 60 
dias, com uma frequência de 10 dias, das amostras submetidas ao sistema 
de estacionamento acelerado; 
• Realizar análise dos compostos fenólicos (ácido caféico, ác. 5-cafeoilquínico, 
rutina) e metilxantinas (cafeína, teobromina e teofilina) num período de 180 
dias, com uma frequência de 30 dias, das amostras submetidas ao sistema 
de estacionamento natural. 
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2  REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
2.1  IMPORTÂNCIA ECONÔMICA DA ERVA-MATE 
 
 
A produção mundial de erva-mate é estimada em aproximadamente 500 mil 
toneladas anuais, sendo 260, 180 e 30 mil toneladas na Argentina, no Brasil e no 
Paraguai, respectivamente. A erva-mate cancheada destaca-se entre os produtos de 
extração vegetal no Brasil, apresentando, em 2007, uma produção nacional de 
225.757 toneladas, sendo o Paraná responsável por aproximadamente 70%, 
relativos a 156.444 toneladas. Esse resultado representou um aumento de 2% na 
produção em relação ao ano anterior, que foram 152.971 toneladas (SIDRA, 2009).  
No Brasil, o setor ervateiro compreende cerca de 600 municípios da região 
sul e centro-oeste, com aproximadamente 750 indústrias e 180 mil propriedades 
rurais produtoras de erva-mate, gerando mais de 710 mil empregos diretos 
(RODIGHERI; DOSSA; VIELCAHUAMAN, 2009). Além de ser a principal atividade 
econômica de muitos municípios, rende diretamente aos produtores mais de R$ 150 
milhões, contribuindo fortemente com a agricultura familiar e, consequentemente, 
estimulando a manutenção do agricultor no campo (BRASUR, 2009). 
A comercialização de erva-mate em folhas verdes do principal estado 
brasileiro produtor, o Paraná, atende empresas ervateiras tanto desse estado quanto 
do Rio Grande do Sul, além de fornecer matéria-prima ao segmento industrial 
ervateiro exportador, cuja participação está em torno de 25% (PASINATO, 2004; 
ALMEIDA, 2007). 
As exportações da erva-mate brasileira cancheada e beneficiada destinam-
se principalmente para o Uruguai e a Síria. Além disso, pode ser exportada nas 
formas solúvel e em extrato, essência ou concentrado. Em 2005, obteve-se receita 
de US$ 25 milhões (Figura 1) oriundas da exportação de aproximadamente 31.000 
toneladas de erva-mate, dos quais, 92% destinaram-se ao Uruguai (ALMEIDA, 2007; 
MUSEU PARANAENSE, 2009). 
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FIGURA 1 - EVOLUÇÃO DAS EXPORTAÇÕES BRASILEIRAS DE ERVA-MATE 1992 A 2005 
FONTE - ALMEIDA (2007) 
 
A folha verde da erva-mate destina-se às agroindústrias cancheadoras para 
produção de chimarrão, tererê (mate gelado), chá mate e compostos diversos. Já os 
extratos, essências e concentrados de erva-mate são utilizados em indústrias de 
bebidas prontas, corantes naturais, cosméticos, higiene e limpeza. Os resíduos 




2.2  COMPOSTOS BIOATIVOS EM ERVA-MATE  
 
 
De acordo com Alikaridis (1987), o gênero Ilex, que inclui cerca de 400 
espécies nativas principalmente da Ásia e América do Sul, tem na sua composição 
química os compostos fenólicos, metilxantinas, aminoácidos e outros compostos 
nitrogenados, ácidos graxos, compostos terpênicos, alcanos e álcoois, carboidratos, 
vitaminas e carotenóides. 
Pesquisas com extrato de erva-mate identificaram substâncias polifenólicas 
que apresentam atividade antioxidante (SCHINELLA et al., 2000), inclusive no LDL 
(SILVA et al., 2008), substâncias com ações anticancerígenas (RAMIREZ-MARES; 
CHANDRA; GONZALEZ DE MEJIA, 2004) e presença de metilxantinas que 
estimulam o sistema nervoso central (GONZALES et al., 1993). 
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Em estudos in vitro, o extrato de erva-mate contribuiu na prevenção do 
câncer (GONZALES DE MEJIA et al., 2005). Já, estudos in vivo com infusão de 
erva-mate demonstraram a capacidade de inibição da auto-oxidação do LDL 
induzida pelo cobre (GUGLIUCCI, 1996) e a eficácia na redução do peso corporal 
(DICKEL; RATES; RITTER, 2007) e do colesterol, revertendo em ação tonificante 
para o coração (GUGLIUCCI, 1995). 
Adicionalmente, foi demonstrada ação cardioprotetora da erva-mate em 
ratos (SCHINELLA; FANTINELLI; MOSCA, 2005) que preveniu a redução da função 
realizada pelo HDL na proteção contra cardiopatias em humanos (MENINI et al., 
2007). No entanto, são necessários mais estudos in vivo para demonstrar a relação 
dos compostos bioativos da Ilex paraguariensis, com a inibição a doenças.  
As metilxantinas foram, por muito tempo, consideradas os principais 
compostos de interesse encontrados na erva-mate, sob o ponto de vista 
farmacológico e terapêutico, sendo a cafeína um dos constituintes mais estudados 
(ESMELINDRO et al., 2002). Na atualidade, os compostos fenólicos têm se tornado 
os compostos de grande interesse, devido às propriedades benéficas à saúde, 
sendo alvo de muitos estudos. 
Conhecer a composição de bioativos da erva-mate é fator importante para 
aumentar o apelo ao consumo do produto, entretanto, trabalhos mostram que 
existem variações nos teores de um mesmo componente em amostras estudadas 
(BORTOLUZZI et al., 2006; CARDOSO JÚNIOR et al., 2007). Dessa forma, é 
necessário estudar os fatores que podem causar alterações nesses compostos 
químicos, como diferenças nos sistemas de estacionamento ou parte do 
processamento industrial da erva-mate. 
 
 
2.2.1  Importância dos compostos fenólicos e metilxantinas da erva-mate  
 
 
Os compostos fenólicos e metilxantinas são produtos naturais, conhecidos 
como metabólitos secundários produzidos pelos vegetais, apresentando funções 
ecológicas importantes como proteção contra herbívoros e patógenos, ação 
alelopática, além de agir como atrativos para animais polinizadores (TAIZ; ZEIGER, 
2004).   
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Uma grande variedade de derivados fenólicos são essenciais para o 
crescimento e reprodução das plantas, agem como antipatógenos e atuam na 
proteção contra predadores, como insetos (BUTLER, 1992). Além disso, os fenólicos 
como os flavonóides funcionam como antibióticos, pesticidas naturais, atraentes 
para polinizadores, agentes protetores contra a luz ultravioleta, constituem materiais 
para fazer parede celular impermeável ao gás e à água e como material estrutural 
para dar estabilidade a planta (SHAHIDI; NACZK, 2004). 
Em alimentos, os fenólicos podem contribuir para o amargor, adstringência, 
pigmentação, sabor, odor e estabilidade oxidativa dos produtos (NACZK; SHAHIDI, 
2004).  
Conforme Hoft, Verpoorte e Beck (1998), sob condições de estresse, 
algumas plantas têm capacidade de aumentar sua produção de alcalóides, como 
cafeína e teobromina atuando como substâncias de defesa contra insetos e fungos e 
contra a perda de folhas. Já Mazzafera, Yamaoka-Yano e Vitória (1996) consideram 
a cafeína como armazenadora de nitrogênio, pois contém quatro átomos de 
nitrogênio em sua molécula. Entretanto, segundo uma revisão realizada por 
Ashihara e Suzuki (2004), a função da cafeína em plantas ainda é indeterminada, 
existindo duas hipóteses: defesa química para proteger o tecido jovem de 
predadores como larva de insetos e função alelopática ou autotóxica, inibindo a 
germinação de outras sementes. 
Além da composição química rica em metilxantinas e saponinas, os compostos 
cafeoilquínicos compõem até 12% do peso seco na erva-mate (SCHNEIDER et al., 
2006), indicando sua importância na possível determinação do sabor do produto 
final. Esse também pode ser influenciado por fatores extrínsecos como o método de 
secagem e estacionamento.  Adicionalmente, a percepção de adstringência da 
bebida de erva-mate tem sido correlacionada positivamente com o conteúdo de 
polifenóis totais (TAMASI et al., 2006), sendo que para os produtos brasileiros, 
atualmente, não existem dados publicados para os compostos fenólicos em erva-
mate durante estacionamento/armazenagem. 
 Os benefícios atribuídos ao consumo da infusão de erva-mate estão 
relacionados aos compostos fenólicos, que atuam como antioxidantes (BRAVO; 
GOYA; LECUMBERRI, 2007), sendo oxidados em preferência a outros constituintes 
do alimento ou componentes celulares e tecidos (OLIVEIRA et al, 2006; PELÚZIO; 
OLIVEIRA, 2006).  
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Filip et al. (2000) correlacionaram a atividade antioxidante da infusão de 
erva-mate com conteúdo de rutina, quercetina, kampferol e derivados 
cafeoilquínicos, os quais têm reconhecida ação antioxidante na saúde humana 
(GUGLIUCCI, 1996; MENINI et al., 2007; SILVA et al., 2008). 
Além dos compostos fenólicos, tem-se a presença das metilxantinas que são 
responsáveis por alterações no organismo humano, agindo sobre os sistemas 
nervoso central, cardiovascular, renal e digestivo. Os efeitos são qualitativamente 
semelhantes, mas quantitativamente diferentes. Em função disso, são empregadas 
com diferentes finalidades terapêuticas (BRUNETON, 1991).   
Estudos relacionados com algumas bebidas largamente consumidas, como 
café e chá, indicam a ação da cafeína sobre a musculatura estriada e como 
estimulante do sistema nervoso central. A teobromina e a teofilina aumentam o fluxo 
sanguíneo renal e a filtração glomerular, demonstrando a atividade diurética dessas 
(SIMÕES et al., 2004).  
O conhecimento do conteúdo desses diferentes componentes químicos, sua 
correlação com a análise sensorial, os benefícios à saúde humana e o 
comportamento de acordo com diferentes processamentos são de fundamental 
importância para o desenvolvimento de novos mercados. 
 
 
2.2.2 Compostos fenólicos 
 
 
Compostos fenólicos são biossintetizados nas plantas por meio de diferentes 
rotas, razão pela qual constituem um grupo bastante heterogêneo do ponto de vista 
metabólico. As duas rotas metabólicas básicas são: a rota do ácido malônico e a do 
ácido chiquímico, sendo esta última participante na biossíntese da maioria dos 
fenóis vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2004). 
Geralmente, a estrutura compreende um anel aromático, com uma ou mais 
hidroxilas substituintes, variando desde moléculas fenólicas simples até compostos 
altamente polimerizados. A maioria dos compostos fenólicos ocorre complexado à 
carboidratos (mono e polissacarídeos), proteínas e outros componentes vegetais 
(ROBBINS, 2003), resultando em uma grande variedade de compostos fenólicos na 
natureza, os quais são categorizados em classes, sendo os ácidos fenólicos, os 
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flavonóides e os taninos considerados como os principais compostos fenólicos da 
dieta (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). 
O grupo de maior ocorrência dos fenólicos são os flavonóides, comumente 
encontrados em vegetais como legumes, cereais e frutas e seus produtos correlatos 
como a chá, cidra, óleo e vinho (MAIANI et al., 1997). Possuem o esqueleto 
difenilpropano (C6-C3-C6) como estrutura comum, que consiste de dois anéis 
aromáticos (A e B) unidos por um anel heterocíclico oxigenado (C) (Figura 2).  
 
 
FIGURA 2 - ESTRUTURA GENÉRICA DOS FLAVONÓIDES  
FONTE: BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN (2006) 
 
Os flavonóides apresentam diversidades estruturais, sendo subdivididos em 
classes (Figura 3) principalmente de acordo com o grau de insaturação e oxidação 
do anel C, que incluem flavanóis, flavanonas, antocianidinas, flavonas, isoflavonas e 
flavonóis (RICE-EVANS, 1996; ROBARDS; ANTOLOVICH, 1997; AHERNE; 
O’BRIEN, 2002).  
 
 
               Flavanona               Flavanol                   Flavona  
 
                              Flavonol          Antocianidina             Isoflavona 
 
FIGURA 3 - ESTRUTURA GENÉRICA DAS PRINCIPAIS CLASSES DOS FLAVONÓIDES  
FONTE: SHAHIDI; NACZK (2004) 
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Os flavonóis são diferenciados dos demais flavonóides pela presença do 
grupo hidroxílico (na posição 3) e do grupo carbonílico (na posição 4), apresentando 
uma dupla ligação entre os carbonos do anel C.  
Os flavonóis ocorrem em alimentos geralmente como O-glicosídios, no qual 
um ou mais dos grupos hidroxila do flavonóide se ligam com mono, di ou 
trissacarídeos. O açúcar mais comumente encontrado é a glicose, seguido da 
galactose, ramnose, xilose e arabinose. A glicosilação tem um efeito na solubilização 
do flavonóide em água, permitindo armazenamento no vacúolo celular, onde são 
comumente encontrados (ROBARDS; ANTOLOVICH, 1997). Na erva-mate está 
presente o flavonol glicosídico rutina (Figura 4), que é constituído pela quercetina 
associada a um dissacarídeo (6-O-α-L-ramnose-D-glucose). 
 
 
FIGURA 4 - ESTRUTURA QUÍMICA DA RUTINA 
FONTE: RIZZO et al. (2006) 
 
Além dos flavonóides, a erva-mate contém ácidos hidroxicinâmicos. Dentro 
desse grupo classificam-se os ácidos clorogênicos (CGA), que são uma família de 
ésteres formados entre o ácido quínico e um ou mais resíduos de alguns ácidos 
trans-cinâmicos, sendo os mais comuns o p-cumárico, o ferúlico e o caféico 
(CLIFFORD, 2007). O ácido 5-cafeoilquínico é um dos CGA presente na erva-mate 
(Figura 5), formado pela esterificação do ácido quínico com o ácido caféico 
(CLIFFORD, 1985).  
 
FIGURA 5 - ESTRUTURA QUÍMICA DO ÁCIDO 5-CAFEOILQUÍNICO 
FONTE: DE MARIA et al. (1998) 
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De acordo com a literatura, os teores analisados por cromatografia líquida de 
alta eficiência (CLAE) em base seca de rutina, ácido caféico e ácido 5-cafeoilquínico 
encontrados na erva-mate variam de 0, 60 a 13,00 mg g-1; 0,14 a 0,55 mg g-1 e 5,70 
a 28,00 mg g-1, respectivamente (CLIFFORD, 1990; FILIP et al., 2001; BORTOLUZZI 
et al., 2006; LÓPEZ et al., 2006; CARDOSO JÚNIOR et al., 2007). Além desses, 
outros ácidos cafeoilquínicos estão presentes na erva-mate, como o 3 e 4-
cafeoilquínico e os isômeros 3,4; 3,5 e 4,5-dicafeoilquínicos, com conteúdo variando 
de 2,7 a 23,2 mg g-1; 2,90 a 9,00 mg g-1; 1,00 a 8,55 mg g-1; 1,7 a 30,40 mg g-1 e 
2,10 a 28,90 mg g-1, respectivamente (CLIFFORD, 1990; FILIP et al., 2001). O 
conteúdo desses compostos na erva-mate é fator importante para estimular o apelo 
ao consumo do produto sendo que os estudos mostram que existem variações nos 
teores para um mesmo componente, que podem ocorrer em função da localidade e 
modo de cultivo (DA CROCE, 2002) ou processamento empregado na 
industrialização (ZANOELO; CARDOSO FILHO; CARDOSO JÚNIOR, 2006).  
Diferentes métodos analíticos são empregados para a extração dos 
compostos fenólicos em erva-mate, podendo ser por infusão aquosa (FILIP et al., 
2001), hidrólise ácida (BASTOS et al., 2006), maceração da amostra (CARDOSO 
JÚNIOR et al., 2007) seguida de ebulição sob refluxo (CLIFORD, 1990; RIBANI, 
2006) com solução hidroalcoólica.  
A CLAE tem sido a metodologia mais empregada na análise de compostos 
fenólicos em erva-mate, utilizando principalmente gradiente da fase móvel para 
separação de diferentes classes dos componentes (FILIP et al., 2001; HOFFMANN-
RIBANI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006; MENINI et al., 2007) devido à 
heterogeneidade nas suas características químicas. Entretanto, como muitos 
laboratórios de instituições disponibilizam sistemas de CLAE equipados apenas com 
bomba simples de menor custo, então, outra possibilidade seria a utilização da 
CLAE empregando eluição isocrática, mantendo constante o fluxo da fase móvel na 
coluna, sistema de fácil operação e com boa reprodução entre diferentes marcas de 
equipamentos. 
Apesar da importância da erva-mate e do avanço no conhecimento sobre os 
aspectos da produção agrícola e da composição química, não se tem bem 
estabelecido os fatores que interferem nos compostos fenólicos rutina, AC e 5-CQA 
e na atividade biológica da erva-mate (CARDOSO JÚNIOR, 2006). O estudo desses 
fatores poderia estabelecer condições de processo para manutenção dos compostos 
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bioativos na erva-mate e influenciar a cadeia produtiva com repercussões favoráveis 






As metilxantinas (Figura 6) são metabólitos secundários, derivados do 
nucleotídeo purina e conhecidos como alcalóides purínicos. A mais abundante na 
natureza é a cafeína (1,3,7 trimetilxantina), seguida pela treobomina (3,7 
dimetilxantina). A teofilina (1,3 dimetilxantina) e outros compostos se encontram em 
pequenas quantidades, podendo ser intermediários da biossíntese e/ou catabolismo 
da cafeína (ASHIHARA; SUZUKI, 2004). 
 
 
                    Cafeína                  Teofilina             Teobromina 
 
FIGURA 6 - ESTRUTURA QUÍMICA DAS METILXANTINAS 
FONTE: SALDANÃ et al. (1999)  
 
Muitos estudos modernos em relação à biossintese da cafeína iniciaram na 
década de 1970. A rota original proposta por Suzuki e Takahashi (1975) foi 
confirmada por Ashihara et al. (1996). A principal rota que ocorre em plantas 
superiores tem como precursor a xantosina, um nucleosídeo purínico produzido pela 
degradação dos nucleotídeos adenina e guanina livres (ASHIHARA, 1993; 
KOSHIISHI, 2001). A rota de síntese (Figura 7) da cafeína é regulada pelas enzimas 
N-metiltransferases, principalmente pelas 7-Metilxantosina sintetase e cafeína 
sintetase ou em alguns casos pela teobromina sintetase. A cafeína é sintetizada nos 
tecidos jovens e a cafeína sintetase encontra-se nos cloroplastos das folhas em 
desenvolvimento (ASHIHARA, 1993; KOSHIISHI, 2001) sendo armazenada no 
vacúolo celular na forma de complexos com os CGA (BAUMANN; ROHING, 1989; 
MOSLI WALDHAUSER; BAUMANN, 1996).  
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                                                               Cafeína                               Teobromina 
FIGURA 7 – PRINCIPAIS VIAS DA BIOSSÍNTESE DA CAFEÍNA EM PLANTAS 
NOTA: Enzimas: (1) 7-metilxantosina sintase (xantosina N-metiltransferase), (2) N-metilxantina 
nucleosidase, (3) teobromina sintetase (7-metilxantina N-metiltransferase) e/ou cafeína sintetase (7-
metilxantina e teobromina N-metiltransferase), (4) cafeína sintetase (7-metilxantina e teobromina N-
metiltransferase). 
FONTE: ASHIHARA; SUZUKI, 2004 
 
Esses compostos orgânicos nitrogenados estão presentes no cacau 
(SENANAYAKE; WIJESEKERA, 1971), chás (FUJIMORI; ASHIHARA, 1990), café 
(FUJIMORI; ASHIHARA, 1994), guaraná (WECKERLE; STUTZ; BAUMANN, 2003), 
além da erva-mate (MAZZAFERA, 1994). Na erva-mate têm sido determinados altos 
conteúdos de cafeína e teobromina, enquanto que a presença de teofilina na maioria 
dos trabalhos não é detectada.  
De acordo com a literatura, os teores analisados por CLAE em base seca de 
cafeína, teobromina e teofilina encontrados na erva-mate variam, respectivamente, 
de 0,20 a 21,46 mg g-1; 0,47 a 8,80 mg g-1 e 0,05 a 0,21 mg g-1 (CLIFFORD, 1990; 
MAZZAFERA, 1994; COELHO et al., 2007), sendo observado a ocorrência de 
grande variação no conteúdo desses compostos, os quais dependem de uma série 
de fatores como os aspectos genéticos (REGINATO et al., 1999), método e 
condições de cultivo (DA CROCE, 2002), idade da planta (MAZZAFERA, 1994), 
época de colheita (DA CROCE, 2002), tipo de processamento (ESMELINDRO, et al., 
2002; SANTOS, 2004) e metodologia de análise (GNOATTO et al., 2007; DUTRA; 
HOFFMANN-RIBANI, 2007).  
O tipo de preparo da erva-mate vai depender da natureza do método 
analítico envolvido, sendo muitas vezes necessário uma preparação prévia, a fim de 
conseguir uma extração eficiente do componente em estudo (CECCHI, 2003). Em 
relação aos alcalóides purínicos, estes requerem um tratamento específico para 
7-Metilxantosina 7-Metilxantina 
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extraí-los eficientemente da matriz. São utilizadas diferentes metodologias como: 
infusão aquosa (BORTOLUZZI et al., 2006), extração com óxido de magnésio 
(MAZZAFERA, 1994; SANTOS, 2004), ácido sulfúrico seguido de solventes 
orgânicos (REGINATTO et al., 1999) por decocção e extração com solventes 
orgânicos (COELHO et al., 2007) ou extração por Soxhlet (BALTASSAT; DARBOUR; 
FERRY, 1984). 
Dutra e Hoffmann-Ribani (2007), em trabalho com amostras de erva-mate, 
verificaram que a extração ácida por decocção é mais eficiente para liberação da 
cafeína e teobromina de sua forma complexada com os CGA, quando comparada à 
extração pelo óxido de magnésio. O resultado encontrado é semelhante ao 
observado por Gnoatto et al. (2007), que verificaram a influência dos métodos de 
extração nos teores das metilxantinas em amostras de erva-mate, variando 
diferentes etapas como alcalinização prévia, processo extrativo por Soxhlet ou 
decocção, acidificação e utilização de solvente isopropanol ou água para extração 
final com clorofórmio. 
A determinação por CLAE para determinação das metilxantinas é 
largamente empregada, podendo ser por eluição isocrática (REGINATO, 1999; 
ATHAYDE; COELHO; SCHENKEL, 2000) ou por gradiente da fase móvel 
(BORTOLUZZI et al., 2006, CARDOSO JÚNIOR et al., 2007). 
São necessários cuidados na adoção da cafeína como parâmetro para 
controle de qualidade da erva-mate para chimarrão, devido à grande variação não 
apenas nos seus teores, mas também no conteúdo de teobromina. Segundo a 
ANVISA, Portaria n° 234 (BRASIL, 1998), o teor da c afeína era um dos parâmetros 
utilizados como referência para qualidade em erva-mate, entretanto esse não é mais 
monitorado (BRASIL, 2005).  
 
 
2.3 PROCESSAMENTO DA ERVA-MATE 
 
 
O processamento industrial da erva-mate compreende basicamente as 
seguintes etapas: colheita, inativação enzimática (sapeco), secagem, cancheamento 
(moagem), estacionamento e elaboração final (LÓPEZ et al., 2006). 
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A inativação enzimática tem por finalidade a inativação das polifenoloxidases 
que promovem alteração da cor, sabor e aroma das folhas verdes, além da redução 
da umidade (VALDUGA, 1995), pois essa etapa consiste no contato rápido, em torno 
de 2 segundos, dos ramos e folhas da erva-mate com as chamas do fogo. O calor 
rompe as vesículas de água existentes no material vegetal perdendo em média 25% 
de umidade. O tratamento térmico é realizado em cilindro metálico rotativo, a 
temperaturas entre 400 - 600°C, podendo chegar a 12 0°C na superfície das folhas 
(PARANÁ, 2000; VALDUGA; FINZER; MOSELE, 2003). 
Após a inativação enzimática é efetuada a desidratação da massa foliar, pois 
o excesso de água pode ocasionar deterioração microbiológica e a degradação 
enzimática dos constituintes nutricionais e químicos da erva-mate (PARANÁ, 2000). 
O material entra no secador com umidade média de 25% e a secagem é empregada 
até que o material fique crespo e quebradiço, saindo com aproximadamente 5% de 
umidade (VALDUGA, 1995; VALDUGA; FINZER; MOSELE, 2003). 
Existem dois tipos de secadores mecânicos: rotativo e de esteira. No 
secador de esteira, o tempo médio é de 3 horas e a temperatura varia entre 90 e 
110°C. No secador rotativo, o produto permanece em contato direto com a fumaça 
por aproximadamente 30 minutos. No entanto, na entrada do secador, a temperatura 
média é de 350 °C e na saída 110 °C, apresentando u ma uniformidade menor na 
temperatura do processo (ESMELINDRO et al., 2002).  
Portanto, as variáveis como a temperatura e o fluxo de ar influenciam 
diretamente no tempo da secagem, além do tratamento térmico contribuir para a 
melhoria das características organolépticas, fixação do aroma e sabor da erva-mate 
(PARANÁ, 2000). 
Posteriormente, a massa foliar seca é submetida a um equipamento 
denominado “cancheador”, sofrendo fragmentação e redução no tamanho das 
partículas vegetais, originando a erva-mate cancheada. Esse processo visa a 
redução de volume do material e o aumento da superfície exposta, possibilitando 
sua interação com a atmosfera levando ao sabor requerido pelo consumidor durante 
a fase de estacionamento das folhas cancheadas (PRAT KRICUN, 1994). 
Quando o objetivo é a produção de chás, a folha cancheada como matéria-
prima deve ser utilizada imediatamente. Contudo, se o uso for para chimarrão, a 
folha deve passar pelo processo de armazenagem ou estacionamento, fundamental 
para a formação do sabor (CONTRERAS, 2007), visando principalmente melhorar a 
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formação de componentes aromáticos, ativados desde a fase da inativação 
enzimática (BERTONI et al., 1992). O estacionamento pode ser realizado utilizando-
se dois métodos: natural e acelerado. No primeiro, a erva-mate cancheada é 
armazenada, ensacada ou a granel, em depósitos por tempos que variam entre 6 
meses a 2 anos, que em geral não estão submetidos a nenhum controle ambiental, 
salvo a esporádica abertura em dias ensolarados e secos com o propósito de 
ventilá-los.  
De acordo com Andrade (1999), o mercado consumidor brasileiro prefere a 
erva-mate de coloração verde, típica do produto não estacionado. Já o mercado 
externo, busca produtos de coloração amarela, característica do produto 
estacionado por maior período de tempo, o que se constitui em maior custo para as 
indústrias (MAZZA; SCHMALKO, 2006). 
Nesse sentido, com o objetivo de reduzir o tempo de estacionamento e os 
custos decorrentes, foram desenvolvidas as câmaras de estacionamento, onde a 
erva-mate é mantida em câmaras por períodos que variam de 30 a 60 dias, com 
temperatura (60-65 °C) e umidade relativa (50%-60%)  controladas (DE BERNARDI; 
PRAT KRICUN, 2001). 
Na última etapa tem-se a elaboração final do produto, que consiste no 
beneficiamento e a embalagem da erva-mate. No beneficiamento, é realizado o 
soque para atingir a granulometria desejada, separação do material inerte e de 
pequenas impurezas. De acordo com a granulometria desejada pelas empresas, é 
feita a mistura dos palitos e folhas para confecção do blend. Após o beneficiamento 
da erva-mate, a mesma segue para ser embalada e comercializada.  
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A erva-mate utilizada no estudo foi fornecida pela Ervateira Baldo S. A. 
Comércio, Indústria e Exportação da Unidade de São Mateus do Sul, Paraná. 
Conforme explica a Figura 8, seis amostras de erva-mate cancheadas de diferentes 
produtores no estado do Paraná. Três da região de São Mateus do Sul, uma do 
município de Cruz Machado e outra de Boa Ventura do São Roque. As amostras 
foram selecionadas aleatoriamente, divididas em dois lotes, acondicionados em 
sacos de polipropileno de ± 45 kg (gramatura 0,062 g m-2) e posteriormente 
submetidos aos processos de estacionamento, natural e acelerado.  
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FIGURA 8 - FLUXOGRAMA DO PROCEDIMENTO ADOTADO NO ESTUDO DA INFLUÊNCIA DOS 
SISTEMAS DE ESTACIONAMENTO DE ERVA-MATE NO TEOR DOS COMPOSTOS 
FENÓLICOS E DAS METILXANTINAS 
 
Estacionamento natural 
 (6 amostras) 
Estacionamento acelerado 
(6 amostras) 
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As amostras permaneceram estacionadas na referida empresa, de onde 
foram coletadas periodicamente para análise.  
No estacionamento acelerado (EA), amostras de erva-mate ficaram 
armazenadas em câmaras (Figura 9), sob condições controladas, com umidade 
relativa variando entre 31,4% – 34,5% e temperatura de 48,9 a 51,4 °C por um 
período de 60 dias. Durante esse período foram coletados 5 kg de cada amostra no 
tempo inicial (zero) e com frequência de dez dias para análise das mesmas.  
As médias de temperatura e umidade relativa referentes aos sistemas de 













FIGURA 9 - PARTE INTERNA DA CÂMARA DE MATURAÇÃO DE ERVA-MATE 
FONTE: A autora  
 
As amostras de erva-mate cancheada submetidas ao estacionamento 
natural (EN) foram acondicionadas em galpão construído em alvenaria sob 
condições de temperatura e umidade ambiente (Figura 10). O armazenamento foi 
realizado por um período de seis meses, sendo retirados 5 kg de cada amostra no 


















FIGURA 10 - ESTRUTURA DO GALPÃO DE MATURAÇÃO DE ERVA-MATE 
FONTE: A autora 
 
 
3.2 PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
 
Antes de cada análise, as amostras coletadas foram homogeneizadas e 
reduzidas por quarteamento. As sub-amostras retiradas, 100 g em média, foram 
trituradas utilizando um moinho de bancada da IKA, modelo A11 basic, 
acondicionadas em sacos de polipropileno e armazenadas em freezer (± - 8 °C) até 
o momento da análise. 
 
 






Os padrões de Ru, AC e 5-CQA foram adquiridos da Sigma Chemicals Co.® 
(St. Louis, EUA). O metanol grau cromatográfico e o ácido acético de grau analítico 
foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Utilizou-se um sistema Milli-Q da 
Millipore (Bedford, USA) para purificar a água utilizada no preparo das soluções 
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3.3.2 Preparo dos extratos dos compostos fenólicos 
 
 
A extração dos compostos da erva-mate foi realizada de acordo com Ribani 
(2006), adaptada conforme segue. Maceraram-se 2 g de erva-mate com 100 mL de 
solução água:etanol 1:1 (v/v) deixando overnight a temperatura ambiente. Seguiu-se 
com três extrações com 25 mL da solução hidro-etanólica a 50% sob refluxo por 30 
minutos. Recolheu-se todos os extratos em balão volumétrico de 250 mL 
completando-se o volume. Cada hidrolisado foi filtrado em filtro de membrana 
filtrante com poros de 0,45 µm da Millipore antes da análise cromatográfica. 
 
 
3.3.3 Preparo dos padrões rutina, ácido caféico e ácido 5-cafeoilquínico 
 
 
Soluções estoque dos padrões foram preparadas pela diluição de cada 
composto fenólico em metanol com concentrações de aproximadamente 1000 µg 
mL-1, 2000 µg mL-1 e 1000 µg mL-1, para AC , 5-CQA e Ru, respectivamente.  
 
 




Para definir a condição cromatográfica para separação dos compostos 
fenólicos, utilizou-se uma solução contendo a mistura de padrões de trabalho com 
RU, AC e 5-CQA. Primeiramente, empregou-se o cromatógrafo a líquido da 
Shimadzu, controlado pelo Software Class-VP, equipado com injetor manual 
Rheodyne, com volume de injeção de 20 µL, bomba (LC-10AD) e detector UV-Vis 
(SPD-10A) operando em 325 nm e 370 nm. A análise foi conduzida utilizando-se 
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uma coluna Nova Pak® C-18 (3,9 X 150 mm, 4 µm) da Waters com vazão de 1 mL 
min-1. 
Testaram-se diferentes proporções de fase móvel aquosa com metanol 
contendo 0,5% de ácido acético até estabelecer a melhor separação que foi utilizada 
como base para definir a separação para a erva-mate, com e sem adição de 
padrões. Após definir a melhor condição cromatográfica, o procedimento foi repetido 
utilizando outro sistema de cromatografia líquida, equipado com detector com 
arranjo de diodos, apresentando o mesmo resultado em relação às condições 
cromatográficas previamente estabelecidas.  
O trabalho foi conduzido em cromatógrafo a líquido Merck Hitachi LaChrom, 
equipado com injetor automático L-7250. O sistema de detecção utilizado foi UV-vis 
L-7455 com varredura espectral de 200 a 500 nm, monitorado em 325 nm para 
detecção do AC e 5-CQA e 370 nm para a Ru. A análise foi desenvolvida utilizando-
se uma coluna Bondclone® C-18 10 µm (3,9 x 300 mm) da Phenomenex, com 
volume de injeção de 10 µL e como fase móvel metanol e água, acidificados com 
0,5% de ácido acético. A temperatura da coluna foi mantida a 30 °C durante o 
período da análise e a vazão da fase móvel foi mantida constante a 1 mL min-1. O 
Software Merck HSM, versão 4.1, foi utilizado para o tratamento dos dados. 
A quantificação dos extratos das amostras foi realizada por padronização 
externa e as determinações de cada amostra conduzidas em duplicata. 
 
 
3.3.5 Validação do método de CLAE isocrática para compostos fenólicos em 
amostras de erva-mate 
 
 
A seletividade foi avaliada pela comparação dos tempos de retenção dos 
picos obtidos na separação frente aos dos padrões e dos espectros no início, meio e 
fim de cada pico, com o dos respectivos padrões em um banco de dados, utilizando-
se isto como uma indicação da presença do composto puro. 
A linearidade do método por cromatografia foi verificada para Ru, AC e 5-
CQA na faixa de 0,4 a 5,0 µg mL-1; 10,6 a 170,1 µg mL-1 e 20,9 a 628,7 µg mL-1, 
respectivamente. As curvas analíticas foram construídas pela injeção em triplicata 
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das soluções padrões de trabalho em cinco concentrações diferentes, baseadas nas 
faixas esperadas dos seus teores na erva-mate. 
Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram definidos pelos 
parâmetros das curvas analíticas, calculados como a mínima concentração 
correspondente a 3,3 x (SD/S) e 10 x (SD/S), sendo SD o erro do coeficiente linear e 
S a inclinação da curva analítica (RIBANI et al., 2004).  
Para verificar a precisão do método, valores de seis repetições da mesma 
amostra foram analisados quanto à sua repetibilidade, e expressa através do 
coeficiente de variação (CV) (BRASIL, 2003). 
A avaliação da exatidão do método foi realizada segundo o processo de 
fortificação com padrões e o número de ensaios conforme recomendação da 
ANVISA (BRASIL, 2003). A exatidão foi verificada em triplicata para três níveis de 
concentração dos padrões. Prepararam-se nove repetições de 2,0 g da mesma 
amostra de erva-mate, conforme descrito no item 3.3.2, adicionadas dos padrões 
antes da extração. Foi adicionado em cada nível 250,0 µL; 500,0 µL e 1000,0µL da 
solução padrão de 1886,0 µg/mL do 5-CQA. A partir da solução padrão do AC com 
20,5 µg/mL, foi adicionada a cada nível 105,0 µL; 210,0 µL e 1000,0 µL. Para a Ru 
foi adicionado 200,0 µL; 400,0 µL e 1000,0 µL da solução estoque de 1063,0 µg/mL. 
Assim as quantidades de cada padrão adicionadas em cada nível foram, 
respectivamente, de 472,0; 943,0 e 1886,0 µg para 5-CQA; 2,2; 4,3 e 20,5 µg para 









Os padrões de cafeína, teobromina e teofilina foram adquiridos da Sigma 
Chemicals Co.® (St. Louis, EUA). O metanol grau cromatográfico e o ácido sulfúrico 
foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Utilizou-se um sistema Milli-Q da 
Millipore (Bedford, USA) para purificar a água utilizada no preparo das soluções 
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3.4.2 Preparação dos extratos das metilxantinas 
 
 
A extração foi obtida conforme metodologia do Instituto Adolfo Lutz (BRASIL, 
2005), adaptada conforme segue. Amostras de 2 g de erva mate foram pesadas em 
copos de Becker (100 mL), adicionou-se 4,0 mL de ácido sulfúrico, homogeneizou-
se e manteve-se em banho-maria por 15 minutos. Posteriormente, adicionou-se 50 
mL de água quente, mantendo-se em banho-maria por mais 15 minutos com 
subsequente filtração em papel filtro qualitativo. Após resfriamento até a temperatura 
ambiente, os extratos foram neutralizados com hidróxido de sódio a 40%, 
transferidos para um balão volumétrico de 250 mL e o volume completado com água 
destilada (BRASIL, 2005). Cada extrato foi filtrado em filtro de membrana filtrante 
com poros de 0,45 µm da Millipore antes da análise cromatográfica. 
 
 
3.4.3 Preparo dos padrões cafeína, teobromina e teofilina 
 
 
Soluções estoque dos padrões foram preparadas pela diluição de cada 
metilxantina em solução aquosa com metanol 50:50 (v/v) com concentrações de 
aproximadamente 50 µg mL-1, 50 µg mL-1, 1200 µg mL-1 para teofilina, teobromina e 
cafeína, respectivamente.  
 
 
3.4.4 Análise por CLAE de metilxantinas em amostras de erva-mate 
 
 
Empregou-se um cromatógrafo a líquido da Shimadzu, controlado pelo 
Software Class-VP, equipado com injetor manual Rheodyne, com volume de injeção 
de 20 µL, bomba (LC-10AD) e detector UV-Vis (SPD-10A) operando em 272 nm e 
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254 nm. A análise foi conduzida utilizando-se uma coluna Sinergi® Hidro-RP 80A (3,9 
X 150 mm, 4 µm) da Phenomenex.  
A condição cromatográfica seguida foi conforme Reginatto (1999), com 
modificação. Utilizou-se como fase móvel metanol-água (25:75, v/v) e um fluxo de 
1,0 mL min-1. 
A quantificação dos extratos das amostras foi realizada por padronização 
externa e as determinações de cada amostra conduzidas em duplicata. 
A linearidade do método por cromatografia foi verificada para teobromina, 
teofilina e cafeína na faixa de 1,6 a 480,1 µg mL-1. As curvas analíticas foram 
construídas pela injeção em triplicata das soluções padrões de trabalho em cinco 
concentrações diferentes, baseadas nas faixas esperadas dos seus teores na erva-
mate. 
Os LD foram definidos pelo parâmetro da curva analítica, calculados como a 
mínima concentração 3,3 x (SD/S), sendo SD o erro do coeficiente linear e S a 
inclinação da curva analítica (SHABIR, 2003). 
Avaliou-se a seletividade pela comparação dos tempos de retenção dos 
picos obtidos na separação frente aos dos padrões, e pela comparação dos 
espectros com o dos respectivos padrões em um banco de dados. Para isso, 
utilizou-se um cromatógrafo a líquido Merck Hitachi LaChrom. O sistema de 
detecção utilizado foi UV-vis L-7455 com varredura espectral de 200 a 500 nm, 
monitorado em 254 nm e 272 nm para detecção da teobromina, teofilina e da 
cafeína. A análise foi desenvolvida utilizando-se as mesmas coluna e constituição da 




3.5 DETERMINAÇÃO DA UMIDADE 
 
 
Paralelamente às análises cromatográficas, conduziu-se a determinação da 
umidade em cada uma das amostras coletadas. A metodologia adotada foi conforme 
Brasil (2005), que consistiu na secagem direta em estufa a 105 °C até peso 
constante. 
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3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
 
 
Os dados foram submetidos à análise de variância e comparados pelo teste 
de Tukey. O programa utilizado para análise estatística foi o Statistix 8.0 (2003). 
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O teor de umidade média nas seis amostras de erva-mate analisadas para 
cada estacionamento estão apresentados na Tabela 1. Observa-se que ocorreu 
diferença significativa nos teores de umidade durante os estacionamentos. Em 
função desse resultado, o conteúdo dos compostos analisados foi calculado em 
base seca.   
 
TABELA 1 - TEOR DE UMIDADE EM ERVA-MATE ARMAZENADA POR DIFERENTES TEMPOS (T0 
A T180) NOS SISTEMAS ACELERADO E NATURAL  
Umidade (%) 
Estacionamento 
T0 T10 T20 T30 T40 T50 T60 T90 T120 T150 T180 
Acelerado 9,3 a 7,2 b 9,4 a 8,9 a 9,2 a 7,9 b 8,0 b * * * * 
Natural 9,3 b * * 10,7a * * 8,9 b 8,8 b 10,1 a 8,9 b 10,6 a 
NOTA: Médias seguidas por letras iguais, na linha, não diferem significativamente pelo teste de Tukey 
a 5% de probabilidade; * = não ocorreu coleta de amostras nesses tempos; T = Tempo (dias). 
 
 
4.2 COMPOSTOS FENÓLICOS 
 
 
4.2.1 Validação do método cromatográfico  
 
 
A separação do extrato de erva-mate, com e sem adição de padrões, foi 
conduzida sob a melhor condição obtida para mistura dos padrões, em sistema de 
cromatografia a líquido da Shimadzu.  
A proporção da fase móvel aplicada variou de 15:85 (metanol:água) até 
42:58 (metanol:água), sempre com 0,5% de ácido acético. Observou-se que na 
proporção de metanol menor que 30%, a rutina ficou retida na coluna. Para a 
proporção de até 34% de metanol a separação do ácido caféico e 5-CQA foi 
eficiente, entretanto, nessas condições, na análise da amostra, o pico da Ru 
apresentou-se sobreposto a um outro componente da erva-mate. A separação do 
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AC, 5-CQA e Ru na amostra foi otimizada utilizando-se fase móvel metanol e água 
(35:65,  v/v) acidificados com 0,5% de ácido acético. 
A separação do extrato de erva-mate, com e sem adição de padrões, foi 
então reproduzida em cromatógrafo a líquido da Merck Hitachi LaChrom, utilizando-
se uma coluna Bondclone® C-18 (3,9 X 300 mm, 10 µm) da Phenomenex, sob a 
melhor condição conseguida para o sistema da Shimadzu. 
Por meio da comparação dos tempos de retenção e espectros dos picos 
obtidos na separação com os correspondentes tempos de retenção e espectros dos 
padrões, confirmou-se a separação eficiente do flavonol Ru, e dos derivados 
hidroxicinâmicos, 5-CQA e AC, dos demais componentes presentes na erva-mate 


















FIGURA 11 - CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE ERVA-MATE ADICIONADA DOS PADRÕES 
DOS COMPOSTOS FENÓLICOS E RESPECTIVOS ESPECTROS (250 A 500 nm) 
OBTIDOS COM DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS.  
NOTA: Condições da análise cromatográfica: coluna Bondclone® C-18 (3,9 X 300 mm, 10 µm) da 
Phenomenex, utilizando como fase móvel água  e metanol (65:35, v/v) acidificado com 0,5% de ácido 
acético e vazão constante de 1,0 mL min-1, detecção a 370 nm.  
 
Em relação à linearidade do método, as curvas analíticas apresentaram-se 
lineares nas faixas de concentrações estudadas (Apêndice 5), com coeficientes de 
determinação de 0,9990 a 0,9997 (Tabela 2). 
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TABELA 2 - CARACTERÍSTICAS DAS CURVAS-PADRÃO DO ÁCIDO CAFÉICO, 5-CQA E RUTINA 
Compostos  Faixa de concentrações 
(µg mL-1) 
Coeficiente de determinação (r2) 
Rutina 10,63 a 170,08 0,9984 
Ac. caféico 0,412 a 5,00 0,9998 
5 – CQA  20,96 a 628,74 0,9980 
 
Os LD e LQ do método obtidos pelos parâmetros das curvas analíticas para 
a rutina, ácido caféico e 5-CQA são apresentados na Tabela 3. 
 
TABELA 3 - LD e LQ OBTIDOS PELOS PARÂMETROS DAS CURVAS ANALÍTICAS 
Compostos LD (mg g -1) LQ (mg g -1) 
Rutina 0,29 0,88 
Ac. caféico 0,01 0,03 
5 – CQA  0,30 0,90 
 
A exatidão do método foi demonstrada pela média dos valores obtidos na 
recuperação de 95,6%; 97,3% e 95,7%, respectivamente, para Ru, AC e 5-CQA. A 
precisão (repetitividade) foi demonstrada pelos coeficientes de variação das 
determinações das amostras de erva-mate (Tabela 4).   
 




(mg g -1) 
Ac. caféico  
(mg g -1) 
5-CQA 
 (mg g -1) 
X 9,00 0,17 34,10 
S 0,20 0,01 0,60 
CV (%) 2,07 2,96 1,79 
NOTA: X = teor médio das amostras de erva-mate; S = desvio padrão das amostras de erva-mate. 
 
 
4.2.2 Compostos fenólicos em erva-mate  
 
As seis amostras quando analisadas por localidade de cultivo apresentaram 
variações significativas para as médias nos teores dos compostos ao longo dos 
estacionamentos, porém sem uma tendência definida para a variação por Tukey 
conforme Apêndice 6. Como cada amostra foi proveniente de misturas de distintas 
progênies e partes da árvore, sob diferente incidência solar e solos, considerou-se 
que esses fatores, conforme estabelecido por Edreva (2005), para os metabólitos 
secundários de plantas, podem ter influenciado na variação dos resultados.  
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Quanto ao tipo de estacionamento, de acordo com os resultados da análise 
de variância para Ru, 5-CQA e AC (Tabela 5), obtidos da média geral das seis 
amostras, houve influência significativa apenas na variável ácido caféico. 
  
TABELA 5 - RESUMO DA ANÁLISE DE VARIÂNCIA PARA AS DETERMINAÇÕES DE ÁCIDO 
CAFÉICO (AC), ÁCIDO 5-CAFEOILQUÍNICO (5-CQA) E RUTINA (Ru) EM ERVA-MATE 
ESTACIONADA 
Quadrado médio 
Fonte de variação 
Graus de 
liberdade AC (mg g-1) 5-CQA (mg g-1) Ru (mg g-1) 
Tipo de estacionamento 1 9,633E-04* 0,4272ns 0,0009ns 
Erro experimental 10 1,066E-04 1,0241 0,6516 
Total 11 - - - 
Coeficiente de variação  15,932 9,02 35,69 
NOTA: ns – não significativo; * - significativo ao nível de 5% de probabilidade. 
  
O teste de Tukey para comparação de médias (Tabela 6) não detectou 
diferenças significativas entre as médias da determinação de 5-CQA e rutina para os 
tipos de estacionamentos testados. De acordo com De Maria et al. (1998), o 
composto 5-CQA apresenta estabilidade quando submetido a 40°C por até 60 
minutos, perdendo apenas quantidades traços. Com temperatura de 100°C, ocorre 
uma perda de 6% em 5 minutos, chegando a 24% após 60 minutos de exposição, 
diminuindo sua estabilidade com o aumento do tempo e da temperatura. O mesmo 
comportamento foi observado por Benincá (2009) que não observou redução deste 
componente a 90 °C, percebendo alguma alteração som ente a partir de 125 °C.   
Para a variável AC (Tabela 6), o teor foi maior no estacionamento acelerado 
(0,23 mg g-1) quando comparado ao estacionamento natural (0,18 mg g-1). 
 
TABELA 6 – MÉDIAS DOS TEORES DE RUTINA (Ru), ÁCIDO CAFÉICO (AC) E ÁCIDO 5-
CAFEOILQUÍNICO (5-CQA) PARA OS ESTACIONAMENTOS NATURAL E 
ACELERADO2 
Tratamentos AC (mg g-1) 5-CQA (mg g-1) Ru (mg g-1) 
Estacionamento natural  0,18 ± 0,05 b 34,88 ± 6,39 a 7,12 ± 2,78 a 
Estacionamento acelerado  0,23 ± 0,07 a 36,08 ± 4,78 a 7,18 ± 2,27 a 
NOTA: Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem estatisticamente pelo teste de 
Tukey no nível de 5% de probabilidade; 2 Média de seis repetições ± desvio padrão. 
  
De acordo com a Figura 12, observa-se que o conteúdo de AC durante o EA 
aumenta significativamente, confirmado pela análise de variância e demonstrado 
pelo teste de Tukey para as médias (Tabela 7).  
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FIGURA 12 - CONTEÚDO DE ÁCIDO CAFÉICO EM AMOSTRAS DE ERVA-MATE ARMAZENADA 
NO ESTACIONAMENTO ACELERADO E NATURAL EM FUNÇÃO DO TEMPO  
 
TABELA 7 – MÉDIAS DOS TEORES DE ACIDO CAFÉICO, EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM 
ESTACIONAMENTO ACELERADO ANALISADA A CADA 10 DIAS 
Estacionamento acelerado – Ácido caféico (mg g-1 em base seca) Amostras1 
T 0 T 10 T 20 T 30 T 40 T 50 T 60 
AC 0,14 d 0,16 d 0,19 cd 0,24 bc 0,28 ab 0,32 a 0,29 ab 
NOTA: Médias seguidas por letras iguais não diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade; T = Tempo (dias); 1- Média de seis repetições ± desvio padrão. 
 
Por hidrólise, o AC pode ser liberado dos outros derivados cafeoilquínicos (3 
e 4-cafeoilquínico e 3,4; 3,5 e 4,5-dicafeoilquínicos) também presentes na erva-mate 
(CLIFFORD, 1990) e que não foram monitorados neste experimento. López et al. 
(2006) observaram uma redução no teor do 3,5-dicafeoilquínico para amostra de 
erva-mate analisada antes e após um estacionamento acelerado. 
Os valores obtidos de AC e RU no presente trabalho variaram de 0,09 a 0,38 
mg g-1 e 3,20 a 12,70 mg g-1 (Apêndices 7 e 8), respectivamente, sendo 
concordantes aos relatados pela literatura (Tabela 8), mesmo para amostras 
preparadas por infusão aquosa. A grande variabilidade nos resultados para 
amostras pode ser explicada em função da influência da variabilidade genética e 
localidade de cultivo (CARDOSO JÚNIOR, 2006) no acúmulo desses compostos, 
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TABELA 8 – NÍVEIS DE ÁCIDO 5-CAFEOILQUÍNICO (5-CQA), ÁCIDO CAFÉICO (AC) E RUTINA 
(Ru) EM AMOSTRAS PREPARADAS DE ERVA-MATE (mg g-1) EM BASE SECA 
Referência Amostras Preparo das 
 amostras* 
5-CQA AC Ru 
Presente trabalho n = 6 1 18,50 a 48,11 0,09 a 0,38 3,19 a 12,62 
Clifford (1990) n= 5 1 5,70 a 20,20 -  
Filip et al. (2001) n= 3 2 28,0 ± 3,0 0,23± 0,04 0,60 ± 0,05 
López et al. (2006) n=1 2 20,3 ± 0,5  0,35 ± 0,02 13,0 ± 0,3 
Ribani (2006) * n= 6 1 13 a 24,3 - 2,50 a 7,50 
Bortoluzzi et al. (2006)*  n= 7 2 2,93 a 19,18 0,42 a 0,55 - 
Cardoso Júnior et al. (2007) n=16 1 7,86 a 9,32 0,14 a 0,20 - 
Marques; Farah (2009) n=3 1 17,99 ± 0,77 0,15 ± 0,007 - 
NOTA: * base úmida; 1= Extração alcoólica; 2= Infusão aquosa. 
 
O comportamento observado para Ru e 5-CQA durante EA foi semelhante 
ao observado por López et al. (2006), que comparando os teores em uma amostra 
de erva-mate Argentina, antes e após o armazenamento num sistema de EA, não 
constataram diferenças significativas nas concentrações desses compostos.  
Os valores obtidos para 5-CQA variaram nas amostras de 8,60 a 48,50 mg 
g-1 (Apêndices 7 e 8 ), sendo a média geral 34,90 (± 6,4) e 36,10 (± 4,8) mg g-1, 
respectivamente, para erva-mate estacionada nos sistemas natural e acelerado, 






4.3.1 Parâmetros validados para o método cromatográfico 
 
 
Para validar a seletividade, foi realizada uma corrida cromatográfica nas 
mesmas condições de análise conforme descrito em 3.4.4 em um sistema a líquido 
da Merck Hitachi LaChrom, utilizando-se uma coluna Sinergi® Hidro-RP 80A (3,9 X 
150 mm, 4 µm) da Phenomenex, e sistema de detecção UV-VIS L-7455 com 
varredura espectral de 200 a 400 nm, monitorado em 272 nm. Por meio da 
comparação tempos de retenção dos picos obtidos na separação frente aos dos 
padrões e dos espectros obtidos na separação com os espectros dos padrões, 
confirmou-se a separação eficiente das metilxantinas, teobromina, teofilina e 
cafeína, dos demais componentes presentes na erva-mate estudada (Figura 13). 
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FIGURA 13 - CROMATOGRAMA A) PADRÕES: TEOBROMINA, TEOFILINA E CAFEÍNA E 
RESPECTIVOS ESPECTROS (250 A 400 nm) OBTIDOS COM DETECTOR DE 
ARRANJO DE DIODOS; B) AMOSTRA DE ERVA-MATE 
NOTA: Condições da análise cromatográfica: coluna Sinergi® Hidro-RP 80A (3,9 X 150 mm, 4 µm) da 
Phenomenex, utilizando como fase móvel metanol:água (25:75, v/v) e vazão constante de 1,0 mL min-
1; Detectados em 272 nm. 
 
Em relação à linearidade do método, as curvas analíticas apresentaram-se 
lineares nas faixas de concentrações estudadas (Apêndice 9), com coeficientes de 
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TABELA 9 - CARACTERÍSTICAS DAS CURVAS ANALÍTICAS DOS PADRÕES CAFEÍNA, 
TEOBROMINA E TEOFILINA 
Compostos Faixa de concentrações (µg mL-1) Coeficiente de determinação (r2) 
Cafeína 48,08 a 480,80 0,9997 
Teobromina 2,02 a 20,16 0,9999 
Teofilina  1,56 a 5,20 0,9998 
 
Os LD e LQ do método obtidos pelos parâmetros das curvas analíticas para 
a cafeína, teobromina e teofilina estão expostos na Tabela 10. 
 
TABELA 10 - LD e LQ OBTIDOS PELO MÉTODO DAS CURVAS ANALÍTICAS 
Compostos LD (mg kg -1) LQ (mg kg -1) 
Cafeína 323,04 978,90 
Teobromina 17,64 53,45 
Teofilina  14,06 42,60 
 
 
4.3.2 Metilxantinas em erva-mate 
 
 
Os teores de metilxantinas, considerando as seis amostras por localidade de 
cultivo, variaram significativamente ao longo dos estacionamentos, quando 
analisadas por Tukey conforme Apêndice 10. Esse comportamento provavelmente 
ocorreu em função das amostras serem compostas de misturas de distintas 
progênies, com plantas de diferentes idades, incidência solar e solo variáveis, que 
está de acordo com o observado por Edreva (2005), Mazzafera (1994), Reginatto et 
al. (1999), Da Croce (2002) e Cardoso Júnior (2006).  
Não foi detectada a presença de teofilina nas amostras analisadas. Quanto 
ao tipo de estacionamento, de acordo com os resultados da análise de variância 
(Tabela 11), obtidos da média geral das seis amostras, não houve influência 
significativa para as variáveis Cf e Tb, confirmado pelo teste de Tukey para 
comparação de médias (Tabela 12) que estabelece não haver diferenças 
significativas entre as médias da determinação de Cf e Tb para os tipos de 
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TABELA 11 - RESUMO DA ANÁLISE DE VARIÂNCIA PARA AS DETERMINAÇÕES DE CAFEÍNA E 
TEOBROMINA EM ERVA-MATE ESTACIONADA 
Quadrado médio 
Fonte de variação Graus de liberdade 
Cafeína (mg g-1) Teobromina (mg g-1) 
Tipo de estacionamento 1 0,0686 ns 0,0046 ns 
Erro experimental 10 0,5370 ns 0,0464 ns 
Total 11   
Coeficiente de variação - 31,65% 39,94% 
NOTA: ns – não significativo; * - significativo ao nível de 5% de probabilidade. 
 
TABELA 12 – MÉDIA DOS TEORES DE CAFEÍNA E TEOBROMINA PARA O ESTACIONAMENTO 
NATURAL E ACELERADO* 
Tratamentos Cafeína (mg g-1) Teobromina (mg g-1) 
Estacionamento natural  7,56 ± 2,37 a 1,77 ± 0,76 a 
Estacionamento acelerado  7,08 ± 2,26 a 1,64 ± 0,60 a 
NOTA: Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem estatisticamente pelo teste de 
Tukey no nível de 5% de probabilidade; * - Média de seis repetições ± desvio padrão. 
 










































































FIGURA 14 - CONTEÚDO DE CAFEÍNA E TEOBROMINA EM AMOSTRAS DE ERVA-MATE 
ARMAZENADAS NO ESTACIONAMENTO ACELERADO E NATURAL EM FUNÇÃO 
DO TEMPO 
 
Esmelindro (2002) não observou alteração significativa no conteúdo de 
cafeína em amostras de erva-mate cancheada armazenada por 21 dias em 
condições ambientais, de forma semelhante ao resultado encontrado no presente 
trabalho, para o EN.  
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Em relação ao EA, comparando os teores na erva-mate, antes e após o 
período de estacionamento, não foi constatado diferenças significativas para Cf e 
Tb. Esse resultado é semelhante ao encontrado por López et al. (2006). 
Adicionalmente, sabe-se que a cafeína é armazenada na planta no vacúolo 
celular na forma de complexos com os CGA, como o 5-CQA (BAUMANN; ROHING, 
1989; MOSLI WALDHAUSER; BAUMANN, 1996). De acordo com os resultados 
obtidos, foi possível observar que os conteúdos de Cf e 5-CQA se mantiveram 
constantes durante o armazenamento, podendo-se supor que as condições em que 
as amostras de erva-mate foram submetidas tanto no EN quanto no EA não são 
eficientes para causar alteração desses compostos. 
Santos (2004) acompanhou a vida-de-prateleira da erva-mate em diferentes 
embalagens. A erva-mate foi mantida nas embalagens em estufa climática com 
temperatura de 25 °C e umidade relativa média de 50 %, sendo observado um 
aumento s ignificativo no teor de cafeína no final dos 180 dias de armazenamento. 
Conforme o próprio autor, esse aumento pode ter ocorrido em função do óxido de 
magnésio empregado na extração não ser eficiente para, no preparo analítico da 
amostra, quebrar o complexo entre a cafeína e os CGA, sendo o aumento expressão 
apenas da fração de cafeína descomplexada ao longo do tempo. 
Os valores em base seca obtidos de Cf e Tb no presente trabalho variaram 
de 2,97 a 11,4 mg g-1 e, 0,24 a 3,52 mg g-1 (Apêndice 7 e 8), respectivamente, 
estando incluídos na faixa de variação dos dados relatados pela literatura (Tabela 
13), mesmo para diferentes procedimentos de preparo das amostras.  
 
TABELA 13 - COMPARAÇÃO DOS NÍVEIS DE XANTINAS EM AMOSTRAS DE ERVA-MATE 
PESQUISADAS POR DIVERSOS AUTORES 




Presente trabalho n=84 Decocção/Acidificação 2,97 a 11,4 0,24 a 3,52 
Clifford (1990) n=5 Extração alcoólica 8,90 a 17, 30 4,50 a 8,80 
Mazzafera (1994) n=2 MgO 0,60 – 9,15 0,9º - 4,32 
Reginatto et al. (1999)  n=1 H2SO4 e solvente 6,50  1,20  
Bortoluzzi et al. (2006) * n=7 Infusão aquosa 3,80 - 7,63 0,27 - 2,09 
López et al. (2006) n=1 Infusão aquosa 13,60 - 13,90 4,60 - 4,40 
Coelho et al. (2007) n=18 Decocção e solvente 0,20 a 21,46 0,47 a 8,45 
Gnoatto et al., 2007* n = 6 Decocção/Acidificação 7,10 e 7,90 1,60 e 5,10 
NOTA: * base úmida. 
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A grande variabilidade nos resultados apresentados pelos diferentes estudos 
também pode ser considerada como influenciada pelas variáveis, como a idade da 
planta (MAZZAFERA, 1994), diferentes variedades (REGINATO et al., 1999), 
marcas comerciais (BORTOLUZZI et al., 2006), métodos e condições de cultivo (DA 
CROCE, 2002), época de colheita (DA CROCE, 2002) e metodologia de análise 






















































As condições cromatográficas estabelecidas para separação no modo 
isocrático dos compostos fenólicos em erva-mate foram: fase móvel água  e 
metanol, na proporção de 65:35 (v/v), acidificados com 0,5% ácido acético, vazão de 
1,0 mL min-1 e coluna cromatográfica Phenomenex Bondclone® C-18 (3,9 X 300 
mm) com partículas de 10 µ.  
A metodologia isocrática desenvolvida permitiu separar e quantificar 
compostos fenólicos de diferentes classes (flavonóides de ácidos hidroxicinâmicos) 
em erva-mate.  
Os teores de RU, AC e 5-CQA, obtidos para a média global das seis 
amostras, foram concordantes aos dados relatados em outros trabalhos sendo 0,18 
mg g-1 e 0,23 mg g-1 para o AC e 7,12 e 7,18 mg g-1 para Ru, respectivamente, para 
os sistemas de estacionamento natural e acelerado. As médias obtidas para o 5-
CQA foram 34,90 e 36,10 mg g-1, respectivamente, para EN e EA e superiores aos 
valores médios apresentados por outros autores. 
O estudo observou que os conteúdos da Ru e 5-CQA, presentes na erva-
mate não sofreram influência dos sistemas de estacionamento, enquanto que o teor 
do AC aumentou apenas no EA. 
Os teores de Cf e Tb nas amostras de erva-mate para o estacionamento 
natural variaram de 2,97 a 11,30 mg g-1 e 0,24 a 2,86 mg g-1, respectivamente, e 
para o estacionamento acelerado de 3,12 a 11,36 mg g-1 e 0,51 a 3,52 mg g-1, 
respectivamente, para Cf e Tb. Não foi detectada teofilina em nenhuma das 
amostras de erva-mate analisadas. 
 O estudo observou que os conteúdos de Cf e Tb, presentes na erva-mate não 
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TABELA 1 - TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA MÉDIA DA CÂMARA DURANTE O 
ESTACIONAMENTO ACELERADO 
Parâmetros T10 T20 T30 T40 T50 T60 Média 
Temperatura °C 51,39 50,82 48,98 49,79 51,45 50,47 50,48 
UR (%) 32,20 34,51 31,44 31,88 33,77 33,99 32,97 
NOTA: T = Tempo em dias. 




TABELA 1 - TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA MÉDIA DO DEPÓSITO DURANTE O 
ESTACIONAMENTO NATURAL 
Parâmetros T30 T60 T90 T120 T150 T180 Média 
Temperatura °C 26,00 24,15 25,01 25,95 24,62 25,41 25,19 
UR (%) 31,40 31,71 33,97 54,91 57,69 53,62 43,88 
NOTA: T = Tempo em dias. 
 




FIGURA 1 - CROMATOGRAMA DE UMA AMOSTRA DE ERVA-MATE. CONDIÇÕES DA ANÁLISE 
CROMATOGRÁFICA 
NOTA: Condições da análise cromatográfica: Coluna Sinergi® Hidro-RP 80A (3,9 X 150 mm, 4 µm) da 
Phenomenex, utilizando como fase móvel metanol:água (30:70, v/v) e vazão constante de 1,0 




FIGURA 2 - CROMATOGRAMA DE UMA AMOSTRA DE ERVA-MATE. CONDIÇÕES DA ANÁLISE 
CROMATOGRÁFICA 
NOTA: Condições da análise cromatográfica: Coluna Sinergi® Hidro-RP 80A (3,9 X 150 mm, 4 µm) da 
Phenomenex,, utilizando como fase móvel metanol:água (32:68, v/v) e vazão constante 
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FIGURA 3 - CROMATOGRAMA DE UMA AMOSTRA DE ERVA-MATE 
NOTA: Condições da análise cromatográfica: Coluna Sinergi® Hidro-RP 80A (3,9 X 150 mm, 4 µm) da 
Phenomenex, utilizando como fase móvel metanol:água (40:60, v/v) e vazão constante de 1,0 




FIGURA 4 - CROMATOGRAMA DOS PADRÕES 5-CQA, AC E Ru 
NOTA: Condições da análise cromatográfica: coluna Nova Pak® C-18 (3,9 X 150 mm, 4 µm) da 
Waters, utilizando como fase móvel metanol:água (30:70, v/v) e vazão constante de 1,0 mL 
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APÊNDICE 4 
 
            
FIGURA 1 - ESPECTRO EM TRÊS PONTOS DOS PICOS (INÍCIO, MEIO E FIM) DOS COMPOSTOS 
RU, 5-CQA E AC EM AMOSTRA DE ERVA-MATE 
 
Ru 5-CQA AC 
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APÊNDICE 5 
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Linear Regression for Data1_B:
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Linear Regression for Data1_B:






R SD N P
------------------------------------------------------------








FIGURA 1 - CURVAS ANALÍTCAS DOS PADRÕES DOS COMPOSTOS FENÓLICOS 
NOTA: (A) - 5-CQA na faixa de 20,96 a 628,74 µg mL-1, (B) - AC na faixa de 0,412 a 5,00 µg mL-1; (C) 
- Ru na faixa de 10,63 a 170,08 µg mL-1 
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APÊNDICE 6 
 
TABELA 1 – MÉDIAS DOS TEORES DE 5-CQA (mg g-1) EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM 
ESTACIONAMENTO ACELERADO ANALISADAS A CADA 10 DIAS 
Estacionamento acelerado – 5-CQA (base seca) Amostras1 
T 0 T 10 T 20 T 30 T 40 T 50 T 60 
Amostra A* 37,61b 40,41a 41,77a 41,15a 40,76a 34,70c 29,89d 
Amostra B* 38,97bc 36,91c 39,47b 48,11a 31,16d 32,26d 37,17c 
Amostra C* 29,55d 32,88c 31,42cd 31,58cd 38,53ab 40,44a 37,88b 
Amostra D* 37,07b 36,75b 38,84b 38,45b 43,03a 32,05c 38,35b 
Amostra E 32,69b 37,43a 37,85a 35,62ab 36,11ab 35,79ab 18,58c 
Amostra F 34,14cd 39,70a 36,51b 35,25bc 32,80d 30,21e 35,66bc 
Média (n=6) 35,01a 37,35a  37,64a 38,36a 37,07a 34,24a 32,92a 
Desvio padrão  ± 3,54  ± 2,66   ± 3,52  ± 5,76  ± 4,59  ± 3,63  ± 7,67 
NOTA: Médias seguidas por letras iguais não diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (São Mateus do Sul); 1- Média de duas repetições 
(CV < 5%). 
 
 
TABELA 2 – MÉDIAS DOS TEORES DE AC (mg g-1) EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM 
ESTACIONAMENTO ACELERADO ANALISADAS A CADA 10 DIAS 
Estacionamento acelerado - AC (base seca) Amostras1 
T 0 T 10 T 20 T 30 T 40 T 50 T 60 
Amostra A* 0,14d 0,13d 0,16cd 0,18c 0,28a 0,31a 0,24b 
Amostra B* 0,14d 0,19c 0,18c 0,25b 0,25b 0,26b 0,34a 
Amostra C* 0,09e 0,20d 0,24c 0,26c 0,29b 0,38a 0,30b 
Amostra D* 0,16e 0,14f 0,20d 0,28b 0,26c 0,35a 0,25c 
Amostra E 0,17c 0,13d 0,15cd 0,26b 0,27b 0,29a 0,30a 
Amostra F 0,16d 0,19c 0,19c 0,23b 0,34a 0,34a 0,32a 
Média (n=6) 0,14d 0,16d 0,19cd 0,24bc 0,28ab 0,32a 0,29ab 
Desvio padrão  ± 0,03  ± 0,03   ± 0,03  ± 0,04  ± 0,03  ± 0,04  ± 0,04 
NOTA: Médias seguidas por letras iguais não diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (São Mateus do Sul); 1- Média de duas repetições 
(CV < 5%).   
 
 
TABELA 3 – MÉDIAS DOS TEORES DE RU (mg g-1) EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM 
ESTACIONAMENTO ACELERADO ANALISADAS A CADA 10 DIAS 
Estacionamento acelerado - Ru (base seca) Amostras1 
T 0 T 10 T 20 T 30 T 40 T 50 T 60 
Amostra A* 6,62b 5,04c 5,14c 5,53c 7,89a 8,33a 6,96b 
Amostra B* 11,18abc 10,60bc 10,01c 12,10a 11,35ab 10,55bc 8,78d 
Amostra C* 5,98a 5,27b 5,64ab 5,95a 5,47ab 4,50c 4,25c 
Amostra D* 8,57b 8,24bc 7,59d 9,54a 7,83cd 6,45e 7,64d 
Amostra E 3,87d 3,67d 3,88d 4,44c 4,93b 5,44a 4,61bc 
Amostra F 7,27bc 9,18a 9,29a 7,88b 8,73a 8,73a 6,76c 
Média (n=6) 7,25a 7,00a 6,93a 7,57a 7,70a 7,33a 6,50a 
Desvio padrão  ± 2,48  ± 2,73   ± 2,44  ± 2,87  ± 2,33  ± 2,27  ± 1,76 
NOTA: Médias seguidas por letras iguais na linha, não diferem significativamente pelo teste de Tukey 
a 5% de probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (São Mateus do Sul); 1- Média de duas 
repetições (CV < 5%). 
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TABELA 4 – MÉDIAS DOS TEORES DE 5-CQA (mg g-1), EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM 
ESTACIONAMENTO NATURAL ANALISADAS A CADA 10 DIAS 
Estacionamento natural – 5-CQA (base seca) Amostras1 
T 0 T 30 T 60 T 90 T 120 T 150 T 180 
Amostra A* 37,61b 42,75ab 44,91a 42,58ab 36,14b 43,06ab 41,42ab 
Amostra B* 38,97ab 39,70a 39,10a 29,98b 30,85b 38,94a 38,62a 
Amostra C* 29,55b 30,68b 30,59b 41,18a 24,66c 30,76b 29,98b 
Amostra D* 37,07b 35,45b 31,13c 42,80a 36,44b 36,10b 40,01a 
Amostra E 32,69c 35,50b 30,17d 37,88a 29,01d 18,69e 34,53bc 
Amostra F 34,14b 40,13a 42,38a 23,11c 23,23c 23,41c 39,39a 
Média (n=6) 35,01ª  37,37a 36,38a 36,26a 30,06a 31,83a 37,33a 
Desvio padrão  ± 3,54  ± 4,33   ± 6,57  ± 8,02  ± 5,57  ± 9,38  ± 4,28 
NOTA: Médias seguidas por letras iguais não diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (São Mateus do Sul); 1- Média de duas repetições 
(CV < 5%).  
 
 
TABELA 5 – MÉDIAS DOS TEORES DE AC (mg g-1) EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM 
ESTACIONAMENTO NATURAL ANALISADAS A CADA 10 DIAS 
Estacionamento natural - AC (base seca) Amostras1 
T 0 T 30 T 60 T 90 T 120 T 150 T 180 
Amostra A* 0,14b 0,12c 0,15ab 0,16a 0,17a 0,16a 0,11c 
Amostra B* 0,14d 0,20c 0,21c 0,31a 0,24b 0,19c 0,20c 
Amostra C* 0,09d 0,14c 0,17ab 0,15bc 0,17ab 0,17a 0,16b 
Amostra D* 0,16ab 0,12c 0,17a 0,15b 0,11c 0,12c 0,12c 
Amostra E 0,17e 0,24d 0,18e 0,31a 0,26c 0,29b 0,23d 
Amostra F 0,16c 0,17c 0,20b 0,21ab 0,21ab 0,22a 0,16c 
Média (n=6) 0,14a 0,17a 0,18a 0,22a 0,19a 0,19a 0,16a 
Desvio padrão  ± 0,03  ± 0,05   ± 0,02  ± 0,08  ± 0,05  ± 0,06  ± 0,05 
NOTA: Médias seguidas por letras iguais não diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (São Mateus do Sul); 1- Média de duas repetições 
(CV < 5%).  
 
 
TABELA 6 – MÉDIAS DOS TEORES DE RU (mg g-1) EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM 
ESTACIONAMENTO NATURAL ANALISADAS A CADA 10 DIAS 
Estacionamento natural - Ru (base seca) Amostras1 
T 0 T 30 T 60 T 90 T 120 T 150 T 180 
Amostra A* 6,62a 4,76b 5,38b 4,87b 7,32a 4,88b 4,57b 
Amostra B* 11,18ab 9,95c 10,24abc 11,33a 10,12bc 10,99abc 10,80abc 
Amostra C* 5,98a 5,43abc 4,93c 5,48abc 5,16bc 5,76ab 5,57abc 
Amostra D* 8,57ab 7,57c 4,91bc 8,17bc 5,28d 9,11a 7,91bc 
Amostra E 3,87a 3,19b 3,93a 3,57ab 3,23b 3,73a 3,82a 
Amostra F 7,27d 10,21bc 12,62a 10,68bc 9,61c 10,85b 10,00bc 
Média (n=6) 7,25a 6,85a 7,00a 7,35a 6,79a 7,56a 7,11a 
Desvio padrão  ± 2,48  ± 2,87   ± 3,54  ± 3,21  ± 2,72  ± 3,17  ± 2,91 
NOTA: Médias seguidas por letras iguais na linha, não diferem significativamente pelo teste de Tukey 
a 5% de probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (São Mateus do Sul); 1- Média de duas 
repetições (CV < 5%). 
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APÊNDICE 7 
 
TABELA 1 - TEORES DOS COMPOSTOS FENÓLICOS, METILXANTINAS E UMIDADE DAS 
AMOSTRAS DE ERVA-MATE ARMAZENADAS NO ESTACIONAMENTO NATURAL 
Estacionamento natural 
  Variáveis (mg g-1) 
Tratamento* Amostras** 5 -CQA AC Ru Umidade (%) Cf Tb 
1 A 34,14 0,16 7,27 9,67 5,14 1,15 
1 B 38,97 0,14 11,18 8,86 3,35 0,58 
1 C 32,69 0,17 3,87 8,95 7,85 2,15 
1 D 29,55 0,09 5,98 9,97 10,41 2,46 
1 E 37,61 0,14 6,62 9,07 7,66 1,92 
1 F 37,07 0,16 8,57 8,99 7,26 1,64 
2 A 40,13 0,17 10,21 11,41 6,62 1,20 
2 B 39,70 0,20 9,95 10,06 2,97 0,75 
2 C 35,50 0,24 3,19 10,32 8,13 2,09 
2 D 30,68 0,14 5,43 10,74 10,63 2,32 
2 E 42,75 0,12 4,76 10,69 8,59 2,54 
2 F 35,45 0,12 7,57 10,84 6,93 1,66 
3 A 42,38 0,20 12,62 9,34 5,76 0,86 
3 B 39,10 0,21 10,24 8,65 4,19 0,84 
3 C 30,17 0,18 3,93 8,14 8,64 2,31 
3 D 30,59 0,17 4,93 8,90 11,30 2,84 
3 E 44,91 0,15 5,38 9,03 9,01 3,15 
3 F 31,13 0,16 4,91 9,08 8,24 2,09 
4 A 23,11 0,21 10,68 9,28 5,84 0,95 
4 B 29,98 0,31 11,33 8,44 4,02 0,67 
4 C 37,88 0,31 3,57 8,36 9,41 2,45 
4 D 41,18 0,15 5,48 8,71 10,60 2,44 
4 E 42,58 0,16 4,87 8,73 8,85 2,80 
4 F 42,80 0,15 8,17 9,23 8,37 1,90 
5 A 23,23 0,21 9,61 10,08 5,56 0,81 
5 B 30,85 0,24 10,12 10,22 3,70 0,63 
5 C 29,01 0,26 3,23 10,01 8,84 2,31 
5 D 24,66 0,17 5,16 9,98 10,38 0,24 
5 E 36,14 0,17 7,32 10,17 7,29 1,61 
5 F 36,45 0,11 5,28 9,95 8,76 2,86 
6 A 23,41 0,22 10,85 9,32 5,88 0,87 
6 B 38,94 0,19 11,00 8,76 3,66 0,56 
6 C 18,69 0,29 3,73 8,28 9,17 2,30 
6 D 30,76 0,17 5,76 8,75 10,12 2,40 
6 E 43,06 0,16 4,88 8,96 8,39 2,61 
6 F 36,10 0,12 9,11 9,26 8,49 1,91 
7 A 39,39 0,16 10,00 11,11 6,35 0,91 
7 B 38,62 0,20 10,80 10,27 4,14 0,68 
7 C 34,53 0,23 3,82 10,74 9,51 2,40 
7 D 29,98 0,16 5,57 10,43 9,21 2,49 
7 E 41,42 0,11 4,57 10,67 8,86 2,76 
7 F 40,01 0,12 7,91 10,65 9,50 2,12 
Mínimo 18,69 0,09 3,19 8,14 2,97 0,24 
Máximo 44,91 0,31 12,62 11,11 11,30 2,96 
Média ± desvio padrão 36,08 ±4,79  0,23 ±0,07  7,18 ±2,28  8,54 ±0,89  7,09 ±2,32  1,65 ±0,79  
NOTA: * 1= tempo zero; 2= 30 dias; 3= 60 dias; 4= 90 dias; 5= 120 dias; 6= 150 dias; 7= 180 dias; ** 
A, B. C, D, E e F = 6 diferentes amostras; 
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TABELA 1 - TEORES DOS COMPOSTOS FENÓLICOS, METILXANTINAS E UMIDADE DAS 
AMOSTRAS DE ERVA-MATE ARMAZENADAS NO ESTACIONAMENTO ACELERADO 
Estacionamento acelerado 
  Variáveis (mg g-1) 
Tratamentos* Amostras** 5 -CQA AC Ru Umidade (%) Cf Tb 
1 A 34,14 0,16 7,27 9,67 5,14 1,15 
1 B 38,97 0,14 11,18 8,86 3,35 0,58 
1 C 32,69 0,17 3,87 8,95 7,85 2,15 
1 D 29,55 0,09 5,98 9,97 10,41 2,46 
1 E 37,61 0,14 6,62 9,07 7,66 1,92 
1 F 37,07 0,16 8,57 8,99 7,26 1,64 
2 A 39,70 0,19 9,18 7,02 3,12 0,87 
2 B 36,91 0,19 10,60 6,38 3,76 0,75 
2 C 37,43 0,13 3,67 7,43 7,96 3,29 
2 D 32,88 0,20 5,27 6,83 6,83 1,54 
2 E 40,41 0,13 5,04 7,46 8,33 2,36 
2 F 36,75 0,14 8,24 8,06 7,21 1,67 
3 A 36,51 0,19 9,29 8,66 3,26 0,72 
3 B 39,47 0,18 10,01 9,14 3,25 0,76 
3 C 37,85 0,15 3,88 9,33 8,57 3,52 
3 D 31,42 0,24 5,64 9,44 9,58 2,33 
3 E 41,77 0,16 5,14 9,38 9,27 2,52 
3 F 38,84 0,19 7,59 10,40 9,03 2,01 
4 A 35,25 0,23 7,88 8,92 4,87 1,20 
4 B 48,11 0,25 12,10 9,44 4,27 0,84 
4 C 35,62 0,26 4,44 8,21 7,17 1,09 
4 D 31,58 0,26 5,95 9,23 9,73 1,04 
4 E 41,15 0,18 5,53 8,31 9,12 2,40 
4 F 38,45 0,28 9,54 9,14 9,06 2,36 
5 A 32,80 0,34 8,73 9,00 7,05 0,84 
5 B 31,16 0,25 11,35 8,94 3,65 0,51 
5 C 36,11 0,27 4,93 9,52 8,12 1,18 
5 D 38,53 0,29 5,47 9,49 11,23 2,85 
5 E 40,76 0,28 7,89 8,99 6,70 1,43 
5 F 43,03 0,26 7,83 9,26 7,03 1,22 
6 A 30,21 0,34 8,73 8,08 6,34 2,25 
6 B 32,26 0,26 10,55 7,88 3,32 0,54 
6 C 35,79 0,29 5,44 7,74 7,93 1,93 
6 D 40,44 0,38 4,50 8,37 11,36 1,78 
6 E 34,70 0,31 8,33 7,92 7,74 1,31 
6 F 32,05 0,35 6,45 7,51 6,82 0,96 
7 A 35,66 0,32 6,76 7,99 6,84 2,03 
7 B 37,17 0,34 8,78 7,57 3,78 0,61 
7 C 18,58 0,30 4,61 8,11 8,15 2,79 
7 D 37,88 0,30 4,25 7,91 10,26 2,60 
7 E 29,89 0,24 6,96 8,02 7,67 1,39 
7 F 38,35 0,25 7,64 8,23 7,60 1,79 
Mínimo  18,59 0,09 3,67 6,38 3,12 0,51 
Máximo 48,11 0,38 12,10 10,40 11,36 3,52 
Média ± desvio padrão 34,89 ±6,39  0,18 ±0,05  7,13 ±2,79  9,60 ±0,87  7,56 ±2,27  1,77 ±0,82  
NOTA: * 1= tempo zero; 2= 10 dias; 3= 20 dias; 4= 30 dias; 5= 40 dias; 6= 50 dias; 7= 60 dias; ** A, 
B. C, D, E e F = 6 diferentes amostras; 
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Linear Regression for Data1_B:
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Linear Regression for Data1_B:
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Linear Regression for Data1_B:
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FIGURA 1 - CURVAS ANALÍTCAS DOS PADRÕES DAS METILXANTINAS 
NOTA: (A) - Teofilina na faixa de 1,56 a 5,20 µg mL-1; (B) - Teobromina na faixa de 2,02 a 20,16 µg 
mL-1; (C) - Cafeína na faixa de 48,08 a 480,80 µg mL-1. 
 




TABELA 1 – MÉDIAS DOS TEORES DE Cf (mg g-1) EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM 
ESTACIONAMENTO ACELERADO ANALISADAS A CADA 10 DIAS 
Estacionamento acelerado – Cf (base seca) Amostras1 
T 0 T 10 T 20 T 30 T 40 T 50 T 60 
Amostra A* 7,66b 8,33b 9,27a 9,12a 6,70c 7,74b 7,67b 
Amostra B* 3,35bc 3,76bc 3,25c 4,27a 3,65bc 3,32bc 3,78ab 
Amostra C* 10,41abc 6,83d 9,58c 9,73c 11,23ab 11,36a 10,26bc 
Amostra D* 7,26b,c 7,21bc 9,03a 9,056a 7,03bc 6,82c 7,60b 
Amostra E 7,85b 7,96b 8,57a 7,17c 8,12ab 7,93b 8,15ab 
Amostra F 5,14c 3,12d 3,26d 4,87c 7,05a 6,34b 6,84a 
Média (n=6) 6,95a 6,20a  7,16a 7,37a 7,30a 7,25a 7,38a 
Desvio padrão  ± 2,43  ± 2,21   ± 3,04  ± 2,34  ± 2,45  ± 2,61  ± 2,11 
NOTA: Médias seguidas por letras iguais não diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (São Mateus do Sul); 1- Média de duas repetições 
(CV < 5%).  
 
 
TABELA 2 – MÉDIAS DOS TEORES DE Tb (mg g-1) EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM 
ESTACIONAMENTO ACELERADO ANALISADAS A CADA 10 DIAS 
Estacionamento acelerado – Tb (base seca) Amostras1 
T 0 T 10 T 20 T 30 T 40 T 50 T 60 
Amostra A* 1,92b 2,36a 2,52a 2,40a 1,43c 1,31c 1,39c 
Amostra B* 0,58bc 0,75a 0,76a 0,84a 0,51c 0,54bc 0,61b 
Amostra C* 2,46bc 1,54d 2,33c 1,04e 2,85a 1,78d 2,60ab 
Amostra D* 1,64c 1,67c 2,01b 2,36a 1,22d 0,96e 1,79bc 
Amostra E 2,15d 3,29b 3,52a 1,09f 1,18f 1,93e 2,79c 
Amostra F 1,15c 0,87d 0,72d 1,20c 0,84d 2,25a 2,03b 
Média (n=6) 1,65a 1,75a  1,98a 1,49a 1,34a 1,46a 1,87a 
Desvio padrão  ± 0,69  ± 0,96   ± 1,08  ± 0,70  ± 0,81  ± 0,64  ± 0,80 
NOTA: Médias seguidas por letras iguais não diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (São Mateus do Sul); 1- Média de duas repetições 
(CV < 5%). 
 
 
TABELA 3 – MÉDIAS DOS TEORES DE CF (mg g-1) EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM 
ESTACIONAMENTO NATURAL ANALISADAS A CADA 10 DIAS 
Estacionamento natural – Cf (base seca) Amostras1 
T 0 T 30 T 60 T 90 T 120 T 150 T 180 
Amostra A* 7,66bc 8,59ab 9,01a 8,85ab 7,29c 8,39abc 8,86ab 
Amostra B* 3,35c 2,97d 4,19a 4,02ab 3,70bc 3,66bc 4,14a 
Amostra C* 10,41ab 10,63ab 11,30a 10,60ab 10,38ab 10,12bc 9,21c 
Amostra D* 7,26c 6,93c 8,24b 8,37b 8,76ab 8,49b 9,50a 
Amostra E 7,85d 8,13d 8,64c 9,41a 8,84bc 9,17ab 9,51a 
Amostra F 5,14c 6,62a 5,76b 5,84b 5,56b 5,88b 6,35a 
Média (n=6) 6,95a 7,31a  7,86a 7,85a 7,42a 7,62a 7,93a 
Desvio padrão  ± 2,43  ± 2,56   ± 2,52  ± 2,45  ± 2,45  ± 2,40  ± 2,21 
NOTA: Médias seguidas por letras iguais na linha, não diferem significativamente pelo teste de Tukey 
a 5% de probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (São Mateus do Sul); 1- Média de duas 
repetições (CV < 5%).  
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 TABELA 4 – MÉDIAS DOS TEORES DE Tb (mg g-1) EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM 
ESTACIONAMENTO NATURAL ANALISADAS A CADA 10 DIAS 
Estacionamento natural - Tb (base seca) Amostras1 
T 0 T 30 T 60 T 90 T 120 T1 50 T 180 
Amostra A* 1,92c 2,54b 3,15a 2,80ab 1,61c 2,61b 2,76ab 
Amostra B* 0,58de 0,75b 0,84a 0,67c 0,63cd 0,56e 0,68c 
Amostra C* 2,46b 2,32b 2,84a 2,44b 0,24c 2,40b 2,49b 
Amostra D* 1,64d 1,66d 2,09b 1,90c 2,86a 1,91c 2,12b 
Amostra E 2,15bc 2,09c 2,31abc 2,45a 2,31abc 2,30abc 2,40ab 
Amostra F 1,15a 1,20a 0,86bc 0,95b 0,81c 0,87bc 0,91bc 
Média (n=6) 1,65a 1,76a  2,02a 2,02a 1,41a 1,77a 1,89a 
Desvio padrão  ± 0,69  ± 0,69   ± 0,98  ± 0,87  ± 1,03  ± 0,86  ± 0,88 
NOTA: Médias seguidas por letras iguais na linha, não diferem significativamente pelo teste de Tukey 
a 5% de probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (São Mateus do Sul); 1- Média de duas 
repetições (CV < 5%). 
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